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Abstract
誗Vitreoushumour (VH) is a transparent, highly hydrated
gel, which occupies the vitreous cavity. The protein
composition of the VH would change in pathological
conditions of the retina, which has been testified in many
studies. In the last decade, proteomics analyses have
been performed to study the proteome of the human VH
and hope to find some specific proteins in the aetiology of
diabeticretinopathy ( DR). Recent proteomic studies on
the VH from animal models of autoimmune uveitis have
identified some specific proteins in related entophthalmia.
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摘要
玻璃体以透明的凝胶状态充填于玻璃体腔内,当视网膜发
生病变时,相邻的玻璃体的蛋白质构成会发生一些变化,
这在很多研究中得到证实。 最近 10a,蛋白质组学技术被
用来研究玻璃体的蛋白质组,希望发现与糖尿病性视网膜
病变(diabetic retinopathy,DR) 病因相关的特异蛋白质。
最近对动物自身免疫性葡萄膜炎的玻璃体样本进行蛋白
质组学研究,发现了与眼内炎症相关的特异蛋白质。
关键词:玻璃体;蛋白质组学;糖尿病性视网膜病变;眼内
炎症;葡萄膜炎
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0 引言
摇 摇 玻璃体是透明富含水的凝胶,包含 99% 的水及其他
的胶原纤维、透明质酸、玻璃体细胞、无机盐和脂质混合
物。 正常玻璃体的平均蛋白浓度约 0. 5mg/ mL,主要成分
是白蛋白(60% ~ 70%)、球蛋白、凝固蛋白、补充因子和
低分子蛋白
[1]。 睫状体通过房水扩散、超滤过和主动转运
与玻璃体进行稳定的液体交换
[2],蛋白质则通过局部分泌
(糖蛋白)、血液滤过(白蛋白) 和周围组织扩散进行积
聚
[3]。 因为玻璃体和视网膜相邻,视网膜的功能状态会影
响玻璃体的蛋白质组和生化指标,玻璃体视网膜疾病会引
起玻璃体特异蛋白质水平的改变,特别是在血-视网膜屏
障破坏时
[4]。 通过蛋白质组学技术可以对细胞、组织、生
物流体和任何状态下的有机体蛋白质组的特异性变化进
行研究
[5]。 研究人员一直希望通过蛋白质组学技术研究
病变状态下玻璃体的蛋白质组表达情况,与健康对照组对
比找出疾病特异性蛋白质用于诊断和/ 或药物作用靶
点
[3,4,6-12 ]。 虽然目前并未取得令人满意的结果和进展,
但是随着蛋白质组学的进一步发展和更先进技术的应用,
以及我们对于玻璃体的了解更加深入,我们期待在不远的
将来实现这一目标。
1 蛋白质组学工作流程
摇 摇 蛋白质组学的两个目的:定量分析蛋白质或者发现特
异蛋白质。 流程包括:收集样本、蛋白质消化为多肽、多肽
混合物分离、质谱鉴定蛋白质和数据分析。
1.1 收集样本摇 玻璃体可以分为三个区域:中轴部、基底
部和皮质。 中轴部玻璃体细胞外基质高度水合化,基底和
皮质玻璃体都含有低浓度的玻璃体细胞和致密的胶原纤
维束。 因此,样本获取位置的不同可能影响蛋白质组的
构成。
摇 摇 基于伦理学的原因,在正常人眼中无法收集玻璃体样
本,而凡需行玻璃体手术干预的眼都处于病变状态,因此,
一些研究人员建议从生物数据库中筛选尸眼作为“正常冶
玻璃体蛋白质组来源
[3]。 当然这个观点是有争议的,因为
尸眼的组织改变是客观存在的,但与活体玻璃体所获取的
小样本相比,它可获取完整的玻璃体样本。 玻璃体也可以
从活体摘除的眼球中获得,但这些眼通常患有外伤或者恶
性肿瘤。 从尸眼或者活体摘除的眼球中获取玻璃体样本,
常用的方法是将连有 10mL 注射器的 23G 针头经巩膜刺
入眼后段,抽取至少 3mL 的玻璃体样本,通常不提倡解剖
切开尸眼获取玻璃体样本,因为眼球开放会导致玻璃体液
的流失。
摇 摇 很多研究都是在玻璃体切割手术时切取中轴部玻璃
体作为样本。 在手术开始时,关闭灌注通道,玻璃体切割
头负压吸引切割,负压吸气管道的另一端接有 2. 5mL 注
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黄斑裂孔是由于玻璃体黄斑牵拉的自发条件引起,可能对
玻璃体的蛋白构成没有影响,很多研究人员将从黄斑裂孔
眼获取的玻璃体样本作为正常对照
[13]。
摇 摇 在 PDR 的玻璃体研究中,玻璃体积血是干扰蛋白质
组学研究结果的一个重要原因,因为出血可以使血清蛋白
混入玻璃体中。 Sim佼 等在研究时使用分光光度计测量玻
璃体的出血水平,排除了出血水平>5mg/ mL 的所有样本
[6,10]。
摇 摇 在应用蛋白质组学技术鉴定分析之前,样本的保存是
至关重要的。 保存时需要防止蛋白质降解,常用的方法包
括液氮快速冷冻后置于-80益环境中保存
[14]和添加蛋白
酶抑制剂保存
[9]两种。
摇 摇 蛋白质提取方法与蛋白质组学技术的鉴定能力关系
紧密,对于玻璃体样本最主要的问题就是它的黏性特征,
它可以阻止玻璃体液的分离,而这种特征又与样本获取的
部位、供者的年龄、晶状体的状态和玻璃体的病变状态相
关。 随着年龄的增长,玻璃体逐渐液化,一般从中轴部开
始然后逐渐融合。 Neal 等
[8]测量了人不同部位玻璃体的
黏度系数,发现在天然晶状体眼中,晶状体周围玻璃体的
黏度高于视网膜周围玻璃体的黏度,而在人工晶状体眼中
这种趋势却相反。
摇 摇 降低玻璃体黏度的方法有很多种,包括蒸馏法、高速
离心法、微细过滤法、稀释法和透明质酸酶处理,其中高速
离心法(12 000rpm,15min)是最常用的方法
[12],但这些方
法均无法避免对玻璃体蛋白质组分的干扰。
1.2 蛋白质分离摇 任何机体或组织、细胞的蛋白质组都是
非常复杂的复合成分,在对它进行分析之前,需要先进行
组分分离,常用的方法包括亲和色谱法和凝胶电泳法。
摇 摇 在玻璃体总蛋白质中,白蛋白和免疫球蛋白的含量超
80%,会影响低丰度蛋白的检测。 亲和色谱法的作用原理
是通过特异性去除高丰度蛋白来提高低丰度蛋白检测的
准确性。 在玻璃体实验中,可以使用蛋白 A 琼脂糖4 快速
流动
[11]或白蛋白/ IgG 提取设备
[7]在电泳之前移除 IgG。
摇 摇 免疫亲和分离(Immunoaffinity subtraction,IS)是通过
IgY-12 阵列去除生物体液中含量最丰富的 12 种血浆蛋
白。 Kim 等
[7]使用 IgY-12 阵列处理 PDR 眼中的玻璃体
样本,随后比较低丰度和高丰度蛋白片段,发现低丰度蛋
白分辨率低,原因可能是部分低丰度蛋白在 IS 过程被移除。
摇 摇 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 ( sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis,SDS-PAGE)通过电泳迁
移分离蛋白质。 在样本中加入阴离子去污剂和强还原剂
后,破坏分子内和分子间的氢键和二硫键,蛋白质分子解
聚成多肽链,消除不同分子间的电荷差异和立体结构差
异,这样蛋白质电泳迁移率主要取决于分子量的大小。
SDS-PAGE 与等电聚焦(isoelectric focusing,IEF)结合根据
等电点分离蛋白质,可以提高分辨率,称作二维凝胶电泳
(two-dimensional gel electrophoresis,2DE)。 IEF 联合固相
pH 梯度可以分辨数以千计的蛋白质
[15]。 蛋白质在电泳
分离之后可被染色从而实现可视化、定量化和对照比较。
蛋白质表达水平定量可以根据点光学密度(OD%)估计,
光学密度与蛋白质聚集程度成正比,匹配点平均 OD% 两
倍以上的差异在玻璃体样本间蛋白质比较有一定的意义。
Ouchi 等
[9]首次使用这种方法比较分析了患有和未患有
糖尿病性黄斑水肿(diabetic macularedema,DME)患者眼
玻璃体的蛋白质表达,在 DME 玻璃体中检测到 72 个蛋白
点,而在对照组检测到 64 个蛋白点,有 8 个蛋白点信号强
度有明显差别,在高表达的 DME 组鉴定出 6 种蛋白质。
摇 摇 2D 荧光差异凝胶电泳(2D fluorescence difference gel
electrophoresis,DIGE)是 2D-PAGE 方法中的一种,可以定
量分析两个以上样本的相关蛋白质,具有可靠性高和重复
性好的优点。 电泳前荧光标记相关蛋白质
[16],使用特定
波长扫描,然后使用蛋白质成像技术分析。 Hern佗ndez
等
[17]应用 DIGE 比较分析了 8 例未患糖尿病和 8 例 DME
患者的玻璃体,检测了 1300 个蛋白点,鉴定了 25 种蛋白
质,发现其中 4 种与 DME 显著相关。
1.3 蛋白质鉴定摇 质谱分析技术(mass spectrometry,MS)
是鉴定和定量分析蛋白质的关键技术。 MS 的原理是测量
离子的质量电荷比(mass/ charge ratios,m/ z),测量前需要
将多肽片段离子化。 目前应用最广泛的是基质辅助激光
解吸附/ 离子化(matrix-assisted laser desorption/ ionization,
MALDI)和电喷射离子化(electrospray ionization,ESI)。 与
ESI 相比,MALDI 对标本中的金属盐类、磷酸、尿素及一些
清洁剂具有较高耐受性。 将测量所得到的质谱图与已知
蛋白质谱数据库进行比对,通过匹配分子质量得知待研究
化合物为何种物质。 这项技术受数据库和蛋白质混合物
的复杂性所局限
[18]。 串联 MS(Tandem MS,或 MS/ MS)提
高了 MS 的精确度,与单次 MS 相比,MS/ MS 能够获得多
肽序列数据,同时还能选择性分析多肽片段。 LC-MS/ MS
仪可大大提高复杂蛋白质混合物分析的动态性和敏感
度
[19]。 Yu 等
[12]应用这种技术测量了 24 只增生性玻璃体
视网膜病变眼和 8 只生物数据库眼玻璃体的蛋白质谱,鉴
定出 363 种蛋白质。
1.4 数据分析摇 随着氨基酸序列计算方法和蛋白质鉴定
方法的发展,匹配信息可包含在质谱光谱中。 目前最常与
2-DE 和 MS 联合应用的蛋白质谱数据库有 MOWSE,
JIPID,PIR,NRL-3D,SEQUEST,SCOPE 及 Mascot 等,这些
数据库已逐渐完善并广泛应用于测定蛋白质分子量,预测
蛋白质分子的结构组成、排列顺序以及蛋白质功能的
研究。
2 玻璃体蛋白质组学与 DR
摇 摇 在最近 10a,有很多研究通过蛋白质组学方法(2DE,
DIGE,ESI-MS,MALDI-MS 和 LC-MS/ MS)研究 DR 玻璃
体的蛋白质组
[3,4,6 ,7,9-12,17]。 大多数的研究结果表明 DR
玻璃体的蛋白质总量高于正常对照组,这可能因为玻璃体
积血和/ 或血-视网膜屏障破坏导致的血清积聚升高了总
蛋白质水平。 Sim佼 等
[10]的研究发现,PDR 玻璃体内的脂
蛋白上调。 总的来说,DR 玻璃体蛋白质组的分析结果是
多样化的,包括总蛋白质和各种不同蛋白质的表达,随着
蛋白质鉴定数量的增多,我们希望未来能发现一些与 DR
发病机制相关的特异蛋白质。
3 蛋白质组学与眼内炎症
摇 摇 在美国,10% ~ 15% 双眼盲和 22% 的单眼盲是由眼
内炎症引起的;在英国,眼内炎症导致了 10% 的视力损
伤
[20]。 我们希望应用蛋白质组学方法加深眼内炎症的研
究,评估治疗方案,从而最终实现眼内炎症的个体化治疗,
但目 前 眼 内 炎 症 的 蛋 白 质 组 学 研 究 还 局 限 在 动 物
模型
[21]。
摇 摇 内毒素介导的葡萄膜炎(endotoxin-induced uveitis,
EIU)是一种急性眼内炎症的动物模型。 为了研究 EIU 的
机制,Bahk 等
[22]应用蛋白质组学方法分析了 EIU 小鼠玻
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摇 摇 马复发性葡萄膜炎(equine recurrent uveitis,ERU)是
一种发生在马身上的复发性葡萄膜炎
[23],是人类自身免
疫性葡萄膜炎的唯一动物模型,切除玻璃体可以明显减少
其复发次数并降低其严重程度,因此推测玻璃体可能参与
了该疾病的发展。 Deeg 等
[24]应用 MS 系统的研究了此类
模型的玻璃体,在一项早期研究中,他们采用 2 -DE -
MALDI-TOF/ MS 方法鉴定了 42 种蛋白质,其中 9 种在
ERU 中有特异表达,它们在功能上与免疫应答、炎症和血-视
网膜屏障的维护相关。 最近,他们还发现了与 ERU 相关
的功能蛋白质网络和分子信号联系途径,使用的方法是以
LC-MS/ MS 为基础的非标记定量,鉴定了 119 种蛋白质,
其中 26 种上调,44 种下调
[25]。
4 结论
摇 摇 目前玻璃体蛋白质组学研究仍处在起步阶段。 尽管
蛋白质组学技术上的发展取得了显著的进步,但仍存在许
多不足之处,如没有能避免对玻璃体组织干扰的降低玻璃
体黏度的方法,低丰度蛋白质的分辨能力还需要进一步提
高等。 基于伦理学的原因,人玻璃体样本的收集也有很大
的局限性,将筛选尸眼或黄斑裂孔眼的玻璃体作为正常对
照仍有争议。 在 DR 研究中,无法完全避免血清蛋白的干
扰,眼内炎症的蛋白质组学研究仍局限在动物模型。
摇 摇 我们相信玻璃体蛋白质组学研究有广阔的应用前景,
随着技术的逐渐完善,必将能深化相关疾病的发生发展机
制和疾病相关特异分子作用机制的研究,高通量的蛋白筛
选鉴定技术使得发现和鉴定与某一疾病相关的特异性蛋
白质成为可能,借以阐明疾病发生发展的分子机制以及发
现新的疾病治疗相关靶点,发展更加特异的诊断标志物和
治疗药物与途径,有利于疾病的早期诊断、鉴别诊断、个体
化治疗、治疗反应监测和预后分析。
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